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Non-Photochemical Laser-Induced Nucleation (NPLIN) is an innovative method to trigger or at least 
accelerate the nucleation in a slow crystallisation process. Microfluidics offers a well-controlled 
miniature environment for continuous crystallisation. A cosolvent mixer is used to observe the 
crystallisation and liquid-liquid phase separation of a fluorescent molecule under transmission optical 
microscopy, birefringence, and fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM). A phase diagram 
has been measured. Focusing a femtosecond infrared laser in the cosolvent mixer before the 
spontaneous nucleation starts has increased the nucleation rate by at least one order of magnitudes. 
The increase of the nucleation rate is observed to be statistically proportional to the laser average 
power. The polymorphism has not been observed to be apparently influenced by the polarisation of 
the laser. The laser focal spot has been seen to interact with the interface of the co-flows. 

Schematic illustration of the spontaneous nucleation and the laser induced nucleation in the microfluidic mixer.
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Density functional theory (DFT) and time-
dependent (TD)DFT allow to compute the ground 
and excited state properties with a simple formalism 
and a good accuracy to computational cost ratio. 
Nevertheless, it is well documented in literature the 
intrinsic drawback of TDDFT theory in modeling the 
excited states with long-range charge transfer (CT) 
character. In particular, DFT based approaches fail to 
reproduce the correct 1/R asymptotic behavior (with 
R the distance between the transferred electron and 
the generated hole) due to the approximated nature 
of the exchange and correlation functional (XC) used 
to express the total energy of the system. As 

consequence, some of the XC functionals may predict the presence of unphysical states at very 
low energies and thus providing a misleading picture of the photophysics of the molecules 
considered [1]. In this scenario the usage of indexes as diagnostic tool to characterize and assess 
the reliability of TDDFT methods becomes helpful. In particular, the density based DCT index [2] 
provides for a qualitative measure of the degree of locality of a CT processes by computing the 
distance of the charge transfer on the basis of the density distribution and the MAC index [3] allows 
to predict if the excited states obtained at TDDFT level of theory derives from a good or erroneous 
energy prediction. In this context, with the aim of analyzing the CT states evolution in time we 
have performed electron dynamics simulations with real-time (RT)TDDFT method. This approach 
allows to directly propagate the electronic density in time domain enabling to investigate the time-
dependent molecular response and modeling the electronic dynamic of excited states in the 
femtoseconds timescale. In this work the MAC index has been implemented for the RT simulations 
(MACRT(t)) [4] taking into account the density reorganization during the dynamic and, together with 
the DCT index, they have been applied to characterize and assess the reliability of excited states 
dynamics of molecules with CT character in relation to the XC functional used.   

References 
[1] Marco Campetella et al. J. Comput. Chem., 38(25):2151-2156 (2017)

[2] Tangui Le Bahers et al. J. Chem. Theory Comput., 7:2498–2506 (2011)

[3] Federica Maschietto et al. J. Chem. Phys. 154:204102 (2021)

[4] Feven Alemu Korsaye et al. J. Comput. Chem., (2022)

POSTER 5

Density based descriptors for excited state electron density evolution in Real 
Time - Time Dependent Density Functional Theory 

Feven Alemu Korsaye1, Aurelien de la Lande2 and Ilaria Ciofini3 
1,3 Ecole Nationale Superieure de Chimie de Paris - Chimie ParisTech, 75231 Paris Cedex 5, 

France. 
2 Université Paris Sud, Université Paris - Saclay, 91405 Orsay, France. 



Références 

[1] KA. Omar et al. Annu Rev Phys Chem, 72, 445-465(2021).

[2] A. de la Lande et al. Theor Chem Acc, 140, 126(2021).

[3] A. de la Lande et al. "deMon2k, Version 6," The deMon developers, Cinvestav, Mexico
City, 2018.

POSTER 6

Does real-time time-dependent density-functional-theory capture peptide 
ionization by extreme UV pulses? 

Liste auteur : Karwan OMAR1 , Fabien CAILLIEZ1 , Carine CLAVAGUERA1 , Aurélien DE LA 
LANDE1. 

Affiliation : 1 Institut de Chimie Physique, CNRS UMR 8000, Université Paris-Saclay, 91405 
Orsay, France.

We are interested in the ultrafast responses of biological molecules to ionizing radiations, for 
example XUV pulses that lead to excitations and eventually ionization of valence electrons [1]. 
In order to simulate interaction of XUV-pulse with large molecules, we use real-time time-
dependent auxiliary-density-functional theory (RT-TD-ADFT) [2] within the adiabatic 
approximation as implemented in our local version of deMon2k [3]. We deal with emitted 
electrons using complex absorbing potentials defined in energy space.   

Like most quantum chemistry methods relying on local basis sets (e.g Gaussian functions) that 
were historically designed for bound states, this kind of methods in principle poorly describes 
ionization and continuum states.  In order to investigate basis set effects, we have 
benchmarked basis sets on various systems ranging from di-nitrogen to peptides. The systems 
are irradiated by 30 eV squared cosine shaped pulses with 30 fs duration.  

We show that complex absorbing potentials are essential to simulate interaction of XUV with 
electron emission. We also show that ionization probability essentially relies on the 
population of ionization states and the symmetry of molecular orbitals associated with the 
transition energy of XUV. While photo-ionization of small molecules is difficult to describe 
accurately with Gaussian basis functions using RT-TD-ADFT, difficulties are largely alleviated 
when larger molecules are considered. Overall, our results are encouraging for future 
applications of RT-TD-ADFT to interpret attosecond spectroscopy experiments of medium to 
large size molecules. 





Spectroscopie du 4(5)-méthylimidazole et de ses hydrates, 
hébergés en gouttelette d'hélium
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L'histidine est l'un des deux acides aminés qui présente un équilibre tautomérique. Cette molécule 
est par ailleurs, à la fois accepteur et donneur de proton, ce qui lui donne un rôle essentiel dans les 
processus biologiques où le transfert d'un proton intervient (ex. régulation du pH sanguin). Des études 
antérieures ont montré que l'équilibre tautomérique de cet acide aminé est modifié par son 
environnement[1], ce qui rend ses propriétés intrinsèques délicates à obtenir expérimentalement. 
Connaître ces propriétés est pourtant important pour comprendre le comportement de cet acide aminé 
lorsqu'il est environné. Les caractéristiques mentionnées ci-dessus sont uniquement portées par le cycle 
imidazole qui est la chaîne latérale de l'histidine. Ainsi, nous nous sommes intéressés à une molécule 
modèle de l’histidine, le 4(5)-méthylimidazole (MeIm) (Figure 1). 

Sur le plan expérimental, nous avons caractérisé 
les isomères du Melm et ses hydrates, par 
spectroscopie infrarouge (IR). Le dispositif 
Gouttelium[2] a permis d'enregistrer les spectres 
IR de ces espèces en utilisant la technique 
"Helium NanoDroplet Isolation"[3]. Les gouttelettes 
d'hélium sont des systèmes quantiques froids 
(0,37 K[4]), superfluides[5] et très fragiles. Elles 
thermalisent les espèces qui y sont hébergées et 
interagissent peu avec ces dernières, ce qui 
permet d’obtenir des spectres d’absorption IR 
proche de ceux attendus sur des molécules 
totalement isolées. Néanmoins, cette observation 

porte essentiellement sur la structure vibrationnelle des spectres car la structure rotationnelle est affectée 
par la présence de la gouttelette. 

Nous avons caractérisé sans ambiguïté les deux tautomères du Melm via l'élongation NH dont la 
fréquence est très sensible à la position du groupe méthyle. L’attribution des bandes IR observées à un 
conformère spécifique a été faite par comparaison avec des calculs de DFT-D. Les intensités relatives 
entre bandes nous ont permis d'estimer la constante de tautomérisation, K5 ↔ 4(T=43°C)= 5,3 ± 0.8, qui 
n'était pas connue avec précision. Les constantes de rotation du 4-méthylimidazole dans les gouttelettes 
ont été déterminées grâce à une simulation du spectre et montrent une interaction forte de la rotation avec 
la gouttelette d'hélium. Ce résultat est attendu car la molécule entraîne une couche d’hélium non 
superfluide dans sa rotation. 

Enfin, les complexes 4(5)-MeIm-eau ont été formés par le dépôt des deux espèces dans les 
gouttelettes d'hélium. Une recherche du signal de l'élongation NH du MeIm et de l'élongation symétrique 
et antisymétrique OH de l'eau a été effectuée. 

Les différents spectres et leur interprétation seront présentés, ainsi qu'une discussion. 
1. J. A. Vila, et al., PNAS 108, 5602 (2011). http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1102373108
2. M. Briant, et al., PCCP 18, 16414 (2016). http://dx.doi.org/10.1039/c6cp02989b.
3. F. Stienkemeier, et al., Phys. Rev. Lett. 74, 3592 (1995). http://dx.doi.org/10.1103/PhysRevLett.74.3592
4. M. Hartmann, et al., Phys. Rev. Lett. 75, 1566 (1995). http://dx.doi.org/10.1103/PhysRevLett.75.1566
5. M. Hartmann, et al., Phys. Rev. Lett. 76, 4560 (1996). http://dx.doi.org/10.1103/PhysRevLett.76.4560

Figure 1: L'histidine et sa molécule modèle, le 
méthylimidazole. 
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ParaHP-NMR: Paramagnetic effects under high hydrostatic pressure NMR to 
probe the structure of proteins and contrast agents. 
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The application of hydrostatic high-pressure (HP) is now a recognized tool to modify 
biomolecular conformational landscapes in a mild and largely reversible manner. HP 
combined with NMR spectroscopy (HP-NMR) has been extensively used over the years to 
characterize the folding properties and the dynamics of soluble proteins by stabilizing 
conformational states that are lowly populated at ambient pressure and characterized by 
lower partial volumes. On the other side, paramagnetic NMR is a well-established method to 
probe molecular structures by grafting compounds, such as lanthanides, on proteins and is 
also central for the development of contrast agents used for MRI. As an example, the Pseudo-
Contact Shifts (PCSs) generated by lanthanides such as Yb3+, Tb3+ or Tm3+ lead to spectral shifts 
allowing obtaining precise relative positions of the various atoms with respect to the 
lanthanide probe. Nevertheless, to date, how pressure affects the paramagnetic properties of 
lanthanides and whether PCS can be used to probe protein structure/dynamics at high 
pressure is unknown. 

Here, we will describe recent progress to assess the pressure effects on PCSs collected 
on the ubiquitin protein and a contrast agent and we will introduce the paraHP-NMR method. 
We show that up to 2500 bar, the paramagnetic probes remain chemically intact and that the 
change in paramagnetic susceptibility tensor is significant but limited. We could detect a small 
amplitude pressure-dependent conformational deformation at ultra-high precision (a fraction 
(~1%) of Å !!!). Using Tb3+ and Tm3+ grafted at various positions on the ubiquitin protein we 
could measure by NMR high quality PCSs for backbone 1H/1N atoms from 1 to 2500 bar. We 
detected a small displacement (~0.5 Å) of the probe from the protein at high pressure and 
demonstrated that PCSs can be used to probe the structure/dynamics of ubiquitin under high-
pressure conditions. Taken together, we established the paramagnetic HP (paraHP-NMR) 
method as a viable tool to characterize molecular structures under pressure. 

Tb3+
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Conversion de spin nucléaire dans les molécules méthylées en matrice de para-
hydrogène
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Le para-hydrogène (pH2) solide est considéré comme un environnement peu perturbateur pour les 

molécules qui y sont piégées et en particulier, les mouvements moléculaires de grande amplitude y sont 

grandement préservés [1]. Nous nous sommes intéressés à la rotation ou la torsion des groupements méthyle qui 

n’y sont pas bloqués et qui offrent ainsi une observable des effets de faible perturbation par le pH2. Pour des raisons 

de symétrie au sein du groupe CH3, les deux premiers niveaux de rotation (K=0 et K=1 sur l’axe C3v du groupe 

méthyle) sont peuplés par des molécules avec les spins nucléaires des H différents : I=3/2 pour K=0 et I=1/2 pour 

K=1. Les deux niveaux sont peuplés lors de la formation de l’échantillon solide et on peut suivre par spectroscopie 

IR l’évolution des populations due à la conversion de spin nucléaire (CSN) à 3K sur des temps très longs jusqu’à 

l’équilibre thermique. 

Nous étudions la rotation des méthyles sur des chaînes linéaires méthylées de différentes tailles, à comparer 

aux travaux antérieurs de Lee et al. [2] sur CH3F. De premiers résultats sur le propyne ont mis en évidence des 

évolutions temporelles importantes dans les spectres IR, attribuées à la CSN.  L’ensemble du spectre montre que la 

rotation d’ensemble du propyne est bloquée ; seule la rotation autour de l’axe C3v de la molécule semble préservée 

dans le pH2. Les transitions perpendiculaires liées aux mouvements du méthyle présentent une structure attribuée 

en partie à la rotation gênée autour de cet axe [3], mais l’attribution publiée n’est pas totalement satisfaisante. Une 

partie des structures de ces bandes suit une dynamique beaucoup plus lente qui n’a été observée que récemment 

(voir Figure). Elle pourrait être attribuée à des molécules dont la rotation autour de l’axe C3v est suffisamment 

bloquée pour que le mouvement associé ne soit plus qu’un mouvement de torsion. L’éclatement par effet tunnel 

des niveaux de torsion produit également des populations de niveaux dépendant du spin des H, et la CSN entre 

niveaux de torsion peut être suivie dans le pH2 [4]. 

L’attribution du spectre propyne/pH2 est en cours. Nous avons également obtenu des spectres de chaînes 

méthylées plus longues montrant de nouvelles structures en cours d’analyse. 

Figure : Bande ν6 du propyne (étirement 
asymétrique des C-H du méthyle) dans pH2 à 3 
K. 1 : spectre 90’ après déposition, 2 : 14h
après, 3 : 4 jours après (spectre stabilisé à 3K).
Haut : spectre de différence 2 – 1 montrant la
dynamique « rapide » (200’) sur certaines
composantes avec leurs attributions ; cela
correspond à l’équilibre des populations
rotationnelles des molécules ayant une rotation
gênée autour de l’axe C3v.. Bas : spectre de
différence 3 – 2 montrant la dynamique
« lente » (> 1000’) sur les autres composantes ;
cela peut correspondre à l’équilibre des
populations des molécules ayant une rotation
bloquée autour de l’axe C3v..

[1] Gutiérrez-Quintanilla et al., Faraday Discuss. 212, 499 (2018)

[2] Lee et al., J.Chem.Phys. 129, 104502 (2008)

[3] Strom et al., J. Phys. Chem. A, 124, 22, 4471–4483 (2020)

[4] Lozada Garcia et al., Angewandte Chemie, 51, 6947 (2012)

POSTER 10
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L’évaporation d’un échantillon liquide ou solide donne accès à de nombreuses techniques 
d’analyse (spectrométrie de masse, spectroscopies résolues), et tient une place importante 
dans l’analyse de molécules biologiques. L’introduction de systèmes neutres en phase gazeuse 
s’avère toutefois délicate dans le cas de ces molécules fragiles pour lesquelles les techniques 
existantes (chauffage, désorption par laser) ne conviennent pas toujours. [1] 
Dans ce contexte, une nouvelle source comprenant un appareil de chromatographie à fluide 
supercritique (SFC) utilisant du CO2 [2] couplé à un jet moléculaire pulsé, a été développée 
afin d’améliorer un procédé déjà exploré en 2006. [3] Appliquée à des molécules d’intérêt 
biologique tel que des petits peptides, [4] cette technique a pour objectif de caractériser la 
structure de systèmes isolés au moyen d’expériences de spectroscopies laser IR et UV résolues 
en conformation interprétées à l’aide de calculs de chimie quantique. [5]  
Les molécules d’intérêt sont dissoutes dans la phase supercritique et acheminées jusqu’à la 
vanne pulsée qui permet une détente supersonique du mélange sous vide. L’analyse est 
ensuite réalisée par un spectromètre de masse à temps de vol double (anion/cation) 
permettant d’enregistrer les spectres résolus en masse. 
Les premiers essais ont été menés avec le toluène en solution dans l’éthanol et ont permis de 
caractériser la source, notamment la stabilité du signal d’ions, la température du jet 
moléculaire ainsi que les conditions de formation d’agrégats. 

Figure 1 : Diagramme P, T du dioxyde de 
carbone avec les points de fonctionnement 

de la SFC (vert) et de la vanne pulsée 
(jaune). 

[1] A. M. Rijs, J. Oomens, Gas-Phase IR Spectroscopy and Structure of Biological Molecules,
Vol. 364, pp. 1-42  (2015)

[2] C. Chollet et al. J. Mass Spectrom., Vol. 54, pp. 791-801 (2019)

[3] Ishiuchi S.-I., Fujii M, Chemistry Letters, Vol. 25, pp. 1044-1045 (2006)

[4]E. Gloaguen, M. Mons, Gas-Phase IR Spectroscopy and Structure of Biological Molecules,
Vol. 364 (Eds.: A. M. Rijs, J. Oomens), pp. 225-270 (2015)

[5] https://anr.fr/Projet-ANR-20-CE29-0016
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Vers un spectromètre 2D-IR à haute résolution
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La  spectroscopie  infrarouge  bi-dimensionnelle  (2D-IR)  est  un  outil  puissant  pour  explorer  la
structure et la dynamique de nombreux systèmes.  Cette technique de spectroscopie non-linéaire, plus
poussée  que  la  spectroscopie  d'absorption  IR,  permet  d'accéder  aux  informations  structurales
(anharmonicité, couplage des modes) et dynamiques (transferts d’énergie, diffusion spectrale),  à des
échelles d'une centaine de  femtosecondes [1].

Nous avons mis en place un spectromètre 2D-IR permettant l'acquisition de cartes 2D-IR de
systèmes  moléculaires.  Ce dispositif  2D-IR  est  polyvalent  :  combiné  à  un  système  cryogénique,  il
permettra  de  mener  des  expériences  sur  une  large  gamme  de  températures,  et  de  sonder  des
systèmes  en  solution  ou  piégés  dans  des  environnements  cryogéniques.  La  caméra  infrarouge
multipixel  (320x256)  apporte  une  meilleure  résolution  spectrale  (<0,5  cm-1)  que  les  détecteurs
conventionnels  [2].  Nous  présentons  ici  des  résultats  préliminaires  sur  des  petits  complexes
organométalliques en solution.

Fig. 1 : A gauche : Signal pompe-sonde du Fe(CO)5 dans le dodécane mesuré avec la caméra. A droite : spectre 
d'absorption transitoire correspondant.

[1] Peter Hamm and Martin Zanni, editors. Concepts and methods of 2D-infrared spectroscopy. Cambridge University Press, 1. edition, (2011)
[2] Ghosh, A. et al. Opt. Lett. , 41, 524-527, (2016)

* Affiliation actuelle : LOB, Ecole Polytechnique, IPP, Palaiseau.
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Observation et caractérisation des ions Chlorophylles et Phéophytines 

par la spectrométrie de masse 
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2- Institut de Chimie-Physique d’ Orsay (ICP)

3- Institut des sciences analytiques et de physico-chimie pour l'environnement et les
materiaux (IPREM) Pau

Les Chlorophylles et leurs homologues les Phéophytines sont 2 pigments essentiels pour le 
processus de la photosynthèse. Il est bien connu que la Chlorophylle est une antenne très 
efficace pour absorber la lumière solaire. Puis l’énergie absorbée est transférée à un ensemble 
composé de quatre Chlorophylles et de deux  Phéophytines au sein du système réactionnel 2  
dit PSII. PSII  est le siège d’une séparation de charge et in fine aboutit  à la dissociation de l’eau. 

Chlorophylle a  C55H72N4O5 Mg 
Masse  isotopique 892.6 

Phéophytine a  C55H74N4O5 
Masse  isotopique 870.6  

 Pour comprendre les propriétés de donneurs et accepteurs d’électrons de ces composés, 
nous avons étudié la Chlorophylle et la Phéophytine en mode positif et négatif par 
spectrométrie de masse.  Sur ce poster on discutera de la stabilité des différents sites où se 
localisent les charges dans ces composés qui peuvent accepter ou donner un électron, en 
comparant les structures calculées aux résultats expérimentaux.  
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Charge-carrier dynamics in CsPbBr3-yXy/TiO2 (X = Cl, I) heterojunction at 
variable time scale 

Marija Knezevic1, Isabelle Lampre1, Marie Erard1, Pascal Pernot1, David Berardan2, 
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1Institut de chimie physique, UMR 800 CNRS, Université Paris-Saclay, Orsay 

2ICMMO, UMR 8182 CNRS, Université Paris-Saclay, F-91405, Orsay 

Over the past decade, metal halide perovskites (MHP, CsPbX3: X = Cl, Br, I) have been widely 
investigated as promising materials for optoelectronics, achieving a record-breaking efficiency 
in solar cells.[1] From a fundamental point of view, MHP could be excellent candidates for 
photocatalysis due to their high photogenerated charge-carrier production and mobility as 
well as their narrow and tunable bandgap energy.[2] MHP with tuneable bang-gap energy 
could be obtained through fast substitution of bromide by iodine or chloride (CsPbBr3-yXy : X 
= Cl, Br, I).[3]  

In this work, we investigated charge-carrier dynamics of CsPbBr3-yXy along with interfacial 
electron transfer from CsPbBr3-yXy to TiO2 by means of time resolved microwave conductivity 
(TRMC), time resolved photoluminescence (TRPL) and transient absorption spectroscopy 
(TAS). In order to find the optimal bandgap configuration for the most efficient charge 
injection, anionic ratio was varied. Charge-carrier injection from one material to another 
resulted in increased charge-carrier lifetime, which could positively affect the photocatalytic 
activity.  

Références 

[1] P. V. Kamat, ACS Energy Lett., 4, 1055–1056 (2009).

[2] R. A. Scheidt, E. Kerns, P. V. Kamat, J. Phys. Chem. Lett., 9, 5962–5969 (2018).

[3] G. Nedelcu, L. Protesescu, S. Yakunin, M. I. Bodnarchuk, M. J. Grotevent, M. V.
Kovalenko, Nano Lett., 15, 5635–5640 (2015).
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Assessment of molecular origins of photobleaching of fluorescent proteins 

Théo Beguin,1 Frédéric Halgand,1 Yasmina Bousmah, ,1 Hélène Pasquier,1 Marie Erard1 

 1 Institut de Chimie Physique, Université Paris-Saclay, Orsay 

Fluorescents Proteins are genetically encoded fluorescent probes that have become 
invaluable in bioscience/biophotonics as they allow the understanding of biological processes 
at the molecular level to get wonderful insights into living machines at work. The accurate 
monitoring of the biochemical event of interest deeply depends on their long term 
photostability, a poorly studied parameter until now. The improvement of the fluorescent 
protein photostability is a major challenge that requires a thorough understanding of the 
mechanisms involved in photobleaching.  

Here, we report the first results of a study aimed at elucidating the mechanisms 
involved in the photobleaching of Citrine, a yellow-emitting fluorescent protein. Two 
experimental approaches have been used so far. On the one hand, the analysis of the 
evolution of the absorption spectra over the irradiation time allowed to propose a first simple 
kinetic model for photobleaching. On the other hand, the first results of mass spectroscopy 
provided initial information on the chemical nature of the generated photoproducts. A 
cleavage of the protein leading to the degradation of the chromophore was identified. In 
addition, the mass spectra showed mass additions, but also mass removals. The first results 
of the influence of the presence of oxygen are presented and discussed. 
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Photophysical properties of negative photochromic compounds in solution 
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Positive photochromic molecules are known and studied for decades[1] , [2]. However, in the last few 

years, new families of photochromic molecules were discovered, for which the stable form A is colored 

and, thanks to irradiation with visible light, can be transformed into the colorless isomer B: this class 

of molecules is called “negative” photochromic compounds [3]. In this work, the properties of negative 

photochromic derivatives, belonging to the Donor-Acceptor Stenhouse Adducts (DASA) family, will be 

presented in solution (Figure 1, left) [4]. Steady-state spectroscopy was carried out in solution to 

provide the main spectral characteristics, whereas the continuous acquisition of absorption spectra in 

the presence or absence of illumination allows highlighting three major phenomena for the DASA 

compounds when dissolved in solution (Figure 1, right): a “dark equilibrium” which has been also 

followed by NMR, a “photostationary state” under irradiation, and a “thermal back reaction” in 

absence of light. Photophysical properties such as the conversion ratio, the quantum yield, and the 

kinetic rates can be extracted from photokinetics and the correlation between UV-vis absorption 

spectroscopy and NMR.  
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Figure 1 : (Left) Photochromic reaction of the DASA compound investigated in this work [4]. (Right) 
Photokinetic experiment showing the three distinct phenomena of a DASA in solution in the absence or 
presence of light (absorbance is measured at 580 nm, in the absorption band of the colored form, 
irradiation is carried out at 575 nm). 
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Glycosaminoglycans (GAGs) are anionic polysaccharides involved in physiological and 
pathological processes such as cerebral plasticity and mucopolysaccharidosis [1]. GAGs 
constitute one of the dominant components of the extracellular matrix through which the 
communications necessary for biological and physical interactions between cells are carried 
out. GAG chains are composed of disaccharide repeating units consisting of an hexuronic acid 
and a hexosamine. These disaccharides can be modified at multiple positions by sulfation, 
acetylation, and epimerization, creating isomeric heterogeneity that makes their sequence 
identification a real analytical challenge. Interaction of GAGs with different biological factors 
has raised a great interest in their use in drug development by establishing the structure-
function relationship of GAGs is a significant challenge due to their broad diversification of 
structure.  

Advances in mass spectrometry (MS) and hydrophilic interaction liquid chromatography 
(HILIC) techniques have prompted considerable progress in the structural characterization of 
GAGs [2, 3]. However, due to the fragile nature of their sulfate groups, their structural 
elucidation remains a challenge in tandem mass spectrometric analysis (MS/MS). In this study, 
our goal was to distinguish GAGs isomers of different nature (heparin and chondroitin sulfate 
for instance) and polymerization degrees in complex matrix. The development of HILIC-
MS/MS techniques allowed us to distinguish by HILIC and identify by MS/MS disaccharide 
isomers of both heparin and chondroitin sulfate analogues in less than 30 minutes. However, 
oligosaccharides of higher polymerization degrees (DP) remain difficult to distinguish using 
this 2D methodology. To circumvent this limitation, the behavior of these different isomers 
was studied by ion mobility mass spectrometry (IMS-MS) and allowed us to distinguished 
carboxylic acid orientation isomers of oligosaccharides up to DP 12. This methodology was 
applied to monitor in situ different enzymatic reactions on their natural oligosaccharide 
subtracts. 
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